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Nouvelle application therapeutique 
d'un derive de la phenothiazine 

La presente invention concerne Tutilisation d'un derive de la phenothiazine presentant 
une activite inhibitrice des calpai'nes et une activite piegeuse des formes reactives de 
l'oxyg6ne (ROS pom* "reactive oxygen species") pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. ^invention concerne egalement un 
produit comprenant au moins un tel compose et une composition pharmaceutique le 
contenant. 

Parmi les nombreuses causes de la perte d'audition, on peut nolamment citer les 
maladies telles que mdningite ou otite, les causes d'ordre g6nctique, les blessures, les 
tumeurs, les drogues, r administration de medicaments tels que certains antibiotiques, 
anticancereux, agents anti-inflammatoires non st6roTdiens, diuretiques, ulcereux ou 
anticonvulsants, P exposition prolongee aux solvants organiques aromatiques tels que 
toluene ou xylene, le vieillissement et r exposition au bruit. La presbyacousie (surdite, 

liee au vieillissement) et l'exposition prolongee au bruit sont les deux principales causes 

• , 

de la perte d'audition. I 7 - 

Le bruit qui nous entoure abaisse notre audition. La perte d'audition due au bruiAse 
produit lorsque les cellules ciliees qui transmettent le son vers ToreiHe interne sont 
endommagees et ne peuvent plus ordonner au nerf auditif d'envoyer des impulsions 
61ectriques vers le cerveau. 

L'intensite du son et la duree d'exposition sont les deux principaux facteurs mfluengant 
la perte d'audition. Bien que la reaction a l'exposition au bruit varie d'une personne a 
i 'autre, quelques faits peuvent etre rapportes avec certitude. Des recherches ont 
clemontre que ^exposition prolongee a 85 decibels (dB) ou plus provoquera, au fil du 
temps, une perte d'audition.permanente. 

Les statistiques Europeermes et Nord-Americaines montrent que 8 a 10% de la 
population est atteinte de pathologies de la cochlee (surdites, acouphenes). Compte tenu 
des niveaux sonores 6mis dans les discotheques, concerts techno et autres baladeurs, 
toute une generation de sourds ou d'acoupheniques est en train de se constituer. Ainsi les 
problemes lies a I'age (presbyacousie) qui debutent aujourd'hui vers 60 ans ; pourraient" 
debuter bien plus t6t c'est-&-dire vers 35-40 ans. 

Le probleme des pathologies auditives est qu'elles resultent en grande majorite de la 
perte des cellules sensorielles et nerveuses de l'oreille interne (ou cochlee). Et ces 
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cellules, au-dela d'une phase de developpement pour l'essentie! intra-uterine, n'ont pas 
la capacite de se renouveler apres leur dernier stade de differenciation. 

La perte progressive du capital scnsitif et nerveux de I'oreille life a different 
pathologies cochleaires semble, encore aujourd'hui, hors de portee de tout trailerneni. 

L'invention a done pour objet l'utilisation d'un derive heterocyclique repondani a la 
formule (I) 

* 



H 8 



OR 



(I) 



sous 



forme de diastereoisomeres ou toutes combinaisons de ces formes, 



dans laquelle R represente l'atome d'hydrogene, un radical (Ci-Qdalkyle, arylalkyle ou 
-C(0)R dans lequel R' represente un radical heterocycloalkyle, alkyle, aryle ou 

aralkyle ; 

les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyle etant evenluelleinent substitues par 
un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi : alkyle, 
hydroxy, (C|-C 6 )alkoxy, nitro, cyano, halogene ou -NR|R 2 ; 

R, et R 2 represented, independamment, un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle, ou bien R, et R 2 forment ensemble avec l'alome d'azote auquel ils sont 
rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 

pour la preparation d'un medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d' audition. 

Dans la presente demande, il faut comprendre par "traumatisme" un ensemble de lesions 
locales interessant les tissus et les organes, provoque par un agent exterieur. Dans le cas 
d'un traumatisme acoustique, I'agent exterieur est principalement le bruit. 

Par (C,-C 6 )alkyle, on entend un radical alkyle lineaire ou ramifie comptant de 1 a 
6atomes de carbone comme, par exemple, les radicaux methyle, ethyle, propyle, 
isopropyle, butyle, isobutyle, sec-butyle et tert-butyle, pentyle, neopentyle, isopentyle, 
hexyle. isohexyle. Les radicaux (C,-C 6 )alkoxy peuvent corresponds aus radicaux alkyle 
indiques ci-dessus comme par exemple les radicaux methoxy, ethoxy, propyloxy ou 
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isopropyloxy mais egalement butoxy lineaire, secondaire ou tertiaire. Par halogene, on 
entend les atomes de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 

Par aryle, on entend un systeme carbocyclique ou heterocyclique comprenant au moins 
un cycle aromatique, un systeme etant dit heterocyclique lorsque 1'un au moins des 
cycles qui le cornposent comporte un heteroatome (O, N ou S). Comme exemple de 
radical aryle carbocyclique, on peut citer ph&iyle ou naphtyle. Comme exemple de 
radical aryle heterocyclique (ou heteroaryle), on peut citer thienyie, ruryle, pynolylc, 
imidazolyle, pyrazolyie, isothiazolyle, thiazolyle, isoxazolyle, oxazolyle, pyridyle, 
pyrazinyle, pyrirnidyle, benzothienyle, benzofuryle et indolyle. 

Le lerme heterocycle (ou heterocycloalkyle), represente de preference un heterocycle 
mono ou bicyclique, satun* ou insature, comportant de 1 k 5 heteroatomes choisis parmi 
O, S, N. L'atome d'azote peut eventueilement etre substitue par un radical choisi parmi : 
alkyle, aryle, aralkyle et alkylcarbonyle. Comme exemple d'heterocycie saturd, on peut 
citer : tetrahydroftiranne, tetrahydropyranne, oxetane, ox6pane, tetraliydrothiophene, 
tetrahydrothiopyranne, thietane, pyrrolidine, piperidine, azetidine, L3-dioxanne 
1 ,3-dioxolanne, l ,3-dithiolanne, 1 ,3-dithianne, 1,3-oxathiolanne, 1 ,3-oxazolidiiVe, 
1,3-imidazolidine ou 1,3-thiazolidine. Comme exemple d'heterocycie insature, on pint 
citer : dihydrothiophene, dihydrofurane, dihydropyrrole, dihydroirnidazole, 
dihydropyrazole. dihydropyridine, indoline. 

Les radicaux arylalkyles (ou aralkyles) designent les radicaux dans lesquels 
respectivement les radicaux aryle et alkyle sont teis que dermis ci-dessus comme par 
exemple benzyle, phen&hyle ou naphtylmethyle. 

Dans le cas du radical de formule -NR,R 2 ou Rj et R 2 forment ensemble avec I'atome 
d'azote auquel ils sont rattaches un hdterocycle eventueilement substitue, l'heterocycle 
est de preference saturfi et comprend de 4 a 7 chamons et de 1 a 3 heteroatomes incluani 
l'atome d'azote deji present, les heteroatomes supplementaires etant choisis 
independamment dans le groupe constitue des atomes O, N et S. Ledxt heterocycle peut 
etre, par exempie, le cycle azetidine, pyrrolidine, piperidine, piperazine, morpholine ou 
thiomorpholine. Ledit heterocycle peut etre substitue par un ou plusieurs substituants 
identiques ou differents choisis parmi le groupe hydroxy, un radical alkyle, aryle, 
aralkyle ou alkoxy ou un atorne d'halogene. 

L'invention a plus particulierement pom- objet une utilisation telle que definie ci-dessus, 
caracterisee en ce que R represente -C(0)R' et de preference R' represente un radical 
alkyle. 
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De maniere tres preferentielle, le compose CD est caract6rise en ce que R represenie 
-C(0)-CH 3 . Ce dernier compose sera appete par la suite compose (1). 

De maniere tres pnSferentielle egalement, le compose (I) tel que defini ci-dessus a pour 
formule 



soit 




soit 




Les composes tel que definis ci-dessus, sont de nouveaux agents protectees combinant 
, o des effets antioxydants et anti-calpaines et decrits dans la demande WO 01/32654. 

La presente invention a done pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
formule (I) telle definie ci-dessus, en pre- ou post-traitement par rapport a 1'origine de la 
perte d'audition. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d ! un compose de 
,5 formule (1) telle definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 

prevenir el/ou traitor la perte d'audition suite a Padmimstration d'un autre medicament. 

De preference, l'autre medicament est un antibiotique tel que la genlamicine, un 

anticancereux tel que le cisplatine, un agent anti-inflammatoire non sleroidien tel que les 

derives de l'acide salicylique ou l'ibuprofene, un diuretique tel que la furosemide, un 
20 anti-ulcereux tel que la cimetidine ou Tomeprazole, un agent anticonvulsive tel que la 

carbamazepine ou l'acide valproique. De mani&re tres preferentielle, l'autre medicament 

est la gentamicine. 



1er depot 



. - 5 - 

La presente invention a poxir objet egalement une utilisation d'un composd de 
fomiule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d s audition suite a la presbyacousie. 

La presente invention a pour objet egalement une utilisation d'un compose de 
5 formule (I) telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un medicament destine a 
prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 

Les composes selon rinvention peut.etre utilises seuls ou en association avec au moins 
une autre substance a activite pharmaceutique et de preference une substance susceptible 
de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter routes 
I0 pathologies associees a la perte d'audition. 

Les composes peuvent etre ainsi assoctes a des anti-oxydants, des inhibiteurs de 
calpaines tels que la leupeptine ou Neurodur, des vasodilatateurs peripheriques tel que 
TEGB761®, des agonistes ou antagonistes du recepteur NMDA, des inhibiteurs 
peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase tel que D-JNK-L 

15 L'invention a egalement pour objet I'utilisation telle que definie ci-dessus, caracterisee'. 
en ce quMI est associe a au moins une autre substance & activite pharmaceutique, et de 
preference a une substance choisie parmi : des anti-oxydants, des inhibiteurs de 
calpaines, des vasodilatateurs periph6riques, des agonistes ou antagonistes du recepteur 
NMDA, des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

20 Un compose de formule (I) et de preference le compose (1) tel que defini ci-dessus, peut 
etre administre a une dose comprise entre 50 a 500 |iM en application locale. Dans le 
cas d'un traitement local intracochl£aire, il peut etre administre a une dose comprise 
entre 50 et 200 uM. Dans le cas d'un traitement local extracochleaire, il peut etre 
administr£ a une dose comprise entre 200 et 500 uM. Les substances qui ieur sont 

25 eventuel lenient associees, connues en pharmacologic, sont adminiscrees aux doses 
habituellement conseillees. 

Les composes tels que definis ci-dessus ainsi que les substances a activite 
pharmaceutique qui leur sont eventuellement associees, peuvent etre administres par les 
voies classiques d'administration telle que orale, intraperitoneal^ sous-culanee ou 
30 intraveineuse. Elles peuvent etre administr^es simultanement ou separement, par des 
voies d'administration identiques ou differentes. De preference, le compose (I) tel que 
d£fini ci-dessus est administre localement par les techniques comnnmement utilisees 
dans le traitement de Toreille interne telles que des microcatheters, des seringues pour 



1er depot 



-6- 



injection transtympanique ou des tubes equipes de meche de type Silverstein 



Microwick 



L'invention a egalement pour objet un produit comprenant le derive heterocyclique de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, sous forme de diastereoisomeres ou toutes 

5 combinaisons de ces formes, et au moins une substance a activite therapeutique, en tant 
que produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou eralee dans le 
temps pour prevenir et/ou traitor la perte d'audition. De preference, l'invention a pour 
objet un produit tel que defini ci-dessus, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition, 
soit suite a l'administration d'un medicament, soit suite a la presbyacousie, soil suite a 

10 un traumatisme acoustique. 

L'invention a enfin pour objet, a titre de medicament, un produit tel que defini ci-dessus. 

Dans le cas de la perte d'audition suite a ('administration d*un medicament, ce dernier est 
de preference un antibiotique, et de maniere preferentielle la gentamicine. 

Les substances a activite pharmaceutique qui lui sont eventuellemem associees sont 
15 administrates par les voies d' administration habituellement envisages pour ces 
substances dans le domaine therapeutique considere. 

Dans ie cas de la perte d'audition due a un traumatisme acoustique, Tadministration d'un 
compose (I) tel que d6fini ci-dessus, peut etre effectuee quelques jours avant le 
traumatisme acoustique de preference 2 a 3 jours avant le traumatisme, et 24 heures 
20 apres le traumatisme. De preference, cette administration est effectuee dans les 
7 premieres heures suivant le traumatisme. De preference egalement, cette 
administration peut etre effectuee dans les 2 heures qui suivent le traumatisme. 

L'invention a done pour objet Utilisation decrite ci-dessus, caract&isee en ce que le 
compose (1), sous forme de diastereoisomeres ou toutes combinaisons de ces formes, est 
25 administre dans les 7 heures et de preference dans 1'heure suivant le traumatisme. 

Les resultats montrant l'efficacite therapeutique du compose (1) sur la recuperation 
fonctionnelle apres traumatisme acoustique sont presents dans la partie experimental c. 

Les exemples suivants sont presents pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucun cas etre consid£r6s comme une limite a la portee de l'invention. 
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PARTIE EXPERIMENT ALE : 
Etude pharmacologique 

* 

II s'agit d'etudier chez le cochon d'inde, les effets protecteurs en pre et post traitement 
du compose (1), sur la protection des cellules ciliees de Poreille interne d'une part et la 
5 recuperation fonctionnelle auditive d'autre part, suite a une perte d'audition induite par 
un trauma acoustique. Le compose (1) a ete administre par voie locale "intra et extra 
cochleaire" de maniere a se rapprocher de son utilisation en dinique chirurgicale 
humaine. 

La recuperation fonctionnelle obtenue grace a ce nouvel agent protecteur est quantifie a 
10 Paide d'un test fonctiortnel qui est la mesure de Paudiogramme des animaux. Cet 
audiogramme est realise grace a Penregistrement de Pactivite du potentiel act-ion 
composite du nerf auditif. Les audiogrammes sont enregistrSs avanl et apres le 
traumatisme acoustique. Des analyses en microscopie 61ectronique a balayage 
completent ces donndes fonctionnelles par une etude des pertes cellulaires le long de. la< 
15 spirale cochleaire ainsi que Peffet protecteur du compose (1). * 



Toutes les experiences sont realisees sur des cochons d'inde ; chaque experience est 
realisee selon un schema similaire. 

Le schema general d'une phase experimentale est le suivant : 

- les animaux sont anesthesies grace a une injection intramusculaire d'un melange de 
20 Rompun®a 2% (3 mg/kg) + Zolutil® (40 mg/kg). Cette anesthesie presente I'avantage 

de se dissiper rapidement et peut etre maintenue plusieurs heures grfice a ^injection 
reguliere (toutes les 2 heures) du tiers de la dose initiale. 

- la mise en place des electrodes et de la mini pompe selon la figure 1 ci-dessous 
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Uapptoche de la cochlee est realisee par un abord dorsal. Apres avoir rase et nettoye le 
scalp, une incision de 2 cm est effectuee derriere le pavilion de Poreille. La parotide et 
les plans musculaires recouvrant la bulle tympanique sont reclines. Une fois seche et 
nettoye, l'os est perce au niveau de sa paroi superieure sous l'emergence du nerf facial. 
L'electrode active (fil de platine de 0,13 mm de diametre, gaine de Teflon) est ensuite 
introduite dans la bulle et mise au contact de la membrane de la fenetrc ronde sous 
controle d'un microscope op6ratoire (WILD M650). Apres enregistrement des seuils 
audio metriques, un petit trou de 0,2 mm de diametre est fraise manuellement dans le 
tour basal de la rampe tympanique juste au dessous la fenetre ronde. 

Une pipette de verre (0,1 mm de diametre a la pointe), connectee a la micro pompe par 
un catheter, est inseree dans la cochlee a l'aide d'un deuxieme micromanipulateur. La 
bulle tympanique, incluant l'electrode d'enregistrement et la pipette de perfusion, est 
refermee avec de la resine dentaire. 

La micro pompe est glissee sous la peau de 1'animal, les plans musculaires et cutanes 
sont badigeonnes de betadine, sutures avec du fil resorbable et reeouveits avec une 
solution antibiotique (Rifocine 5P 100©). 

Une seconde incision d'environ 1,5 era est ensuite effectuee sur le verLex en vue de fixer 
un comiecteur (connectral, ref. : 8/45-05.050.000) sur le crane de 1'animal. Apres avoir 
gratte le perioste de l'os, cette zone est soigneusement sechee, badigeonnee de nitrate 
d'argent puis recouverte d'un film de cyanolite. 

Les electrodes (active etde reference), sont glissees sous la peau jusqu'au connecteur sur 
lequel elles sont souddes. Le connecteur est alors fixe sur le crane avec de la resine 
dentaire. 

Techniques de stimulations : 

Les stimulations sonores seront produites grace a deux synthetiseurs Hewlett-Packaid 
(HP 3314 A et HP 8904 A) et delivrees en champ libre par rintermediaire d'un haul 
parleur (JBL 075) place a 10 cm de l'oreille. La calibration du systeme acouslique est 
realisee dans une oreille artificielle en utilisant un microphone de 1/2 pouce (type 4134, 
Bmel et Kjaer) et un amplificateur de mesure (type 2606) peimettant de lire directement 
le niveau sonore en decibel SPL (dB SPL, reference : 2.10-5 Pa). Afin de visualiser les 
signaux acoustiques, la sortie de ramplificateur de mesure est connectee a un 
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oscilloscope. Les animaux sont exposes & un son de 6 kHz, a 120 dB SPL durant 
30 minutes. 

Techniques d'enregistrement : 

Les potentiels cochleaires enregistres a partir de Pelectrode implantee dans la cochiee 
via Ie connecteur fixe sur la tete de l'animal sont amplifies (gain 1 000) et fihres (32 Hz - 
3200 Hz) a 1'aide d'un preamplificateur et d'un amplificateur differential de type 
GRASS P 511 K. La trace directe est visualisee sur un oscilloscope (Tektronix 
type 513). Ce signal est moyenne (256 passages) pour nSduire le bruit de fond, et stocke 
sur un ordinateur PC 486, 66 megahertz (Hewlett-Packard- Vectra 05/65). Le critere de 
seuil est defini comme <§tant la valeur en dB SPL nScessaire pour evoquer une reponse 
mesurable (> 2 pV). Deux electrodes placees au contact de la cochiee (fenetre ronde) 
permettent d'enregistrer les potentiels cochl6aires et de realiser les audiogrammes pour 
chaque oreille. Les seuils audio metriques sont em-egistres 20 minutes apres le 

traumatisme sonore et quotidiennement durant un mois. 

■ 

■ 

Phase 1 : Demonstration de Peffet protecteur du compose (1), adiuiuLstr£ cn 
pre-rtraitement, vis a vis de la perte d'audition et la perte cellulaire le Jong 
de la spii ale cochleaire induite par le traumatisme 

■ 

Protocole - Phase 1 : vv6 administration du compose (\) 

Une mini pompe osmotique, placee sous la peau, delivre le compose (1). 

Dans la cochiee via un catheter (perfusion intra cochleaire), deux jours apres 
['implantation de la mini pompe, les animaux subissent le traumatisme sonore. 

Cette experience est menee sur 7 animaux puis 30 animaux pour la dose reponse. 

Le compose (1) est applique directement dans la cochiee (perfusion intra cochleaire) via 
une mini pompe osmotique (debit de 1 \xl/h, volume de 200 nl, duree de diffusion 
7 jours) implantee a demeure dans la cochiee 2 jours avant le traumatisme. Cette 
technique permet de determiner 1'effet protecteur du compose (1), a la dose de 100 jiM, 
vis-a-vis des peites celJuIaires le long de la spirale de la cochiee induite par le 
traumatisme ainsi que la recuperation fonctionnelle de 1 'audition. Puis un effet dose du 
produit permet de determiner la dose efficace permettant de preserver 50 % 1* audition. 

Resultats phase 1 



Le compose* (1) a la concentration de 100 pM. 
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Test fonctionnel : audiogramrae 

Cinq jours apr£s un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, la mesuie des 
audiograms permetient de ddmontrer 1'efficacite du compose (1) ; ce produit permec 
de reouperer 100 % de l'audition (figure 2) lorsqu'il est perfuse a 100 uM, 2 jours avani 
ce traumatisme. 

Compose (1) lOOpM 
Contralaterale 
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Figure. 2 : Audiogrammes effecluas sur les 7 animaux, 5 jours apres un trauma 
15 sonore de 120 db d'une duree de 30 minutes. 

Etude morphologiq.ie : Histologic des cellules le long de la spirale de la cochlee 

A la fin de Evaluation electiophysiologique (audiogramme), 30 jours apres le trauma 
acoustique, les cochlees des animaux sont prelevees, et preparees pour la microscope 
electronique. 

.0 Les pertes cellulaires sont determines grace a un comptage des touffcs ciliaircs au 
microscope a balayage. Des donnees qualitatives sont recherchees en procedant a des 
observations forts grossissements de la surface des organes de Corti. 

Apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min, les cellules ciliees internes sont 
detruites ainsi qu'une partie des trois rangees des cellules ciliees externes. L'histologie 
25 de ces cellules permet de demontrer 1'efficacite du compose (1). Ce produil per.net de 
proteger 100 % des cellules ciliees internes et une grande partie des cellules ciliees 
externes (Figure 3) lorsqu'il est perfusd k 100 uM, 2 jours avant ce traumatisme. 
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Figure. 3 : Donnees histologiques, obtenues 30 jours apres le trauma, 
effectuees sur les animaux ayant subit un trauma sonore de 120 db d'une 
duree de 30 minutes. 

5 Photo A : trauma acoustique ; Photo B : compose (1) + trauma acousiique 

I = cellules ciliees internes ; O = cellules cilices extemes 
Courbe dose-reponse du compose (1) 

L'effet protecteur du compose (1) a ete evalue" en faisant varier la dose afin de defmir tin 
ED 50 . Huit groupes de 5 animaux dont ceux recevant de la pe'rilymphe artificielle seule, 
10 et ceux recevant 1, 3, 10, 33, 100 juM du compost (i)> soit 30 animaux sent utilises. :. 

Cinq jours apres un traumatisme de 120 db d'une duree de 30 min ; la mesure des 
audiogrammes permettent de determiner la dose efficace du compose (1) (DE 50 = 
3,61 \xM) permettant de r6cuperer 50% de l'audition perdue apres le traumatisme 
(figure 4). 
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Figiire.4 : Audiogrammes effectues sur tes animaux, 5 jours apres un trauma 
sonore de 120 db d'une duree de 30 minutes. Effet dose dv compose (1), 
determination de la DEso- 

: demonstration de l'effet protecteur du compose (1), administrc par 
5 perfusion extra cochl6aire en post traitement, vis a vis de la perte 

ccllulaire le long de la spirale cochleaire et de la pcrtc d'audition 
Determination du temps auquel apres un traumatisme, le compose (1) 
permet de recuperer 50 % de I'audition. 

Post administration du compose (\): 

10 Des etudes pr61iminaires ont montre que la cochleostomie effectuee apres Imposition 
aggravait les effets traumatiques du son. Cc faisant, les animaux implantes apres ie 
traumatisme rccuperaient moins bien que les animaux non-implantes. Pour eliminer le 
traumatisme lie a la cochleostomie, nous avons mis au point une methode non 
traumatique en appliquant le compose directement sur lafenetre ronde (extracochleaire). 

1 5 Une mini pompe osmotique, est implantee sous la peau et delivre le compose ( 1 ) dans la 
cochlee via un catheter (perfusion extra cochleaire), 30 minutes ou 1, 3, 6, 12, ou 
24 heures apres le traumatisme sonore subit par les animaux. 



Cette experience est menee sur 30 animaux. 
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Le compose (1) est applique 48 heures avant ou 1, 3, 6, 12, ou 24 hemes apres le 
traumatisms dans Poreille moyenne (perfusion extra cochleaire) via une mini pompe 
osmotique (debit de 1 fil/h, volume de 200 ul, duree de diffusion 7 jours). Cette mini 
pompe est implanted a demeure dans Poreille moyenne et diffuse le produit directement 
5 sur la fenetre ronde. 

Ces experiences permettent de determiner la fenetre therapeutique du compose (1) (FT), 
c'est-a-dire le temps maximum auquel le compose (1) peut etre donne apres un 
traumatisme tout en montrant un effet protecteur. Le temps efficace pennettant de 
recuperer 50 % de Paudition perdue apres le traumatisme (TE 50 ) est egalement 
10 determine. Cette technique permet egalement de determiner un mois apres le trauma 
acoustique, Peffet protecteur du compose (1), a la dose de 300 |nM, vis-a-vis des pertes 
cellulaires le long de la spirale de la cochlee induite par le traumatisme. 

Resultats phase 2 

Compose (1) a la concentration de 300 fiM. 

15 Test fonctionnel : audiogramrne 

Une heure apres le traumatisme, le compose (1) preserve 90 % de Paudition. Le temps 
auquel Pon peut doimer le compose (1) apres le traumatisme tout en preservant 50 % de 
Paudition est determine comme entre 6 a 7 heures. La fenetre therapeutique du 
compose (1) est de 24 heures apres un traumatisme acoustique del 20 db d : une duree de 
20 30 minutes. C'est-a-dire que le compose (1) dans de ce modele est actif dans les 
premieres 24 heures apres le trauma acoustique (cf. Figure 5). 
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Figure. 5 : Audiogrammes effectues sur les animaux, 10 jours apres un trauma 
sonar e de 120 db dune duree de 30 minutes. Effet lemps du compose (1) 
administre par perfusion extra cochleaire directement sur lafeneire ramie soil en 
pr£ trailement (48h avant le trauma acoustique) soil en post traiternent (soil 1 on 
3 h on 6 h ou 12 h ou 24 h apres le trauma acoustique), determination de la DE'so- 

Etude morphologique : histologic des cellules le long de la spirale de la eochlee un 
mois apres le trauniatisme acoustique 

La perftision extra cochleaire de 300 \xM de compose (1) demarree six heures apres le 
trauma acoustique protege encore une grande partie des cellules ciliees un mois apres le 
trauma acoustique. En effet seulement 32 % des cellules ciliees internes et 1 8 % des 
cellules ciliees externes sont absentes dans la zone ldsee par ie trauma acoustique 
compare au cote contra lateral expose au bruit mais non traite par le compose (1) ou 
86 % des cellules ciliees internes et 62 % des cellules ciliees externes sont absentes dans 
la zone lesee par le trauma acoustique. 
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REVENPICATIONS 
1. Utilisation cTun derive heterocyclique repondaiit a la formule 




sous forme de diastereoisomeres on toutes combinaisons de ces formes, 

5 dans laquelle R represente l'atome d'hydrogene, un radical (Cj-QOalkyle, aryla,lkyle, ou 
-C(0)R' dans lequel R* represente un radical heterocycloalkyle, alkyle, ary!e.?ou 
aralkyle : 

les radicaux alkyle, aryle ou heterocycloalkyle dtant eventuellement subslitues par 

un ou plusieurs substituants identiques ou differents choisis parmi : alkyie, . 

10 hydroxy, (Ci-C6)alkoxy. nitro, cyano, halogene ou -NRiRo ; 

■ «. 
Ri et R2 representent, independamment, un atorne d'hydrogene ou un radical 

alkyle, ou bien Ri et R2 forment ensemble avec l'atome d'azote auquel ils sont 

rattaches un heterocycle eventuellement substitue, 

pour la preparation d'un medicament destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition. 

15 2. Utilisation selon la revendication 1, catacterisee en ce que R represente -C(0)R f . 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracteris^e en ce que R' represente un radical 
alkyle. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce R represente -C(OVCHn. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que le compose (1) a pour 
20 formule 
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7. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que lb 
derive (I) est administre en pre-traitement. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le derive (I) est 
administre en post-traitement. 

9. Utilisation selon Tune des revendications precddentes, pour la preparation d'un 
medicament destine £ prevenir et/ou traiter la perte d : audition suite a 1 'administration 
d'un medicament. 

10. Utilisation selon la revendication 9, suite a Padministration d'un autre medicament 
choisi parmi les antibiotiques, les anticancereux, les agents anti-inflammatoires non 
steroidiens, Jes diuretiques, les anti-ulcereux, les agents anticonvulsivants. 

11. Utilisation selon la revendication 10, suite a V administration d'un antibiotique. 

12. Utilisation selon la revendication 11, caracterisee en ce que Pantibiotique est la 
gentamicine. 

13. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter Ja perte d'audition suite a la presbyacousie. 

14. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite a un traumatisme acoustique. 
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15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que le compose (I) est 
administre dans les 7 heures et de preference dans l'heure suivant le traumatisme 
acoustique. 

16. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
5 compose (I) est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceutique. 

17. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en ce que le 
compose (I) est associe a au moins une autre substance a activite pharmaceutique 
susceptible de prevenir et/ou traiter la perte d'audition ou bien de prevenir et/ou traiter 
toutes pathologies associees a la perte d'audition. 

10 18. Utilisation selon Tune des revendications 16 a 17, caracterisee en ce que Faulre 
substance a activite pharmaceutique est choisie parmi : des anti-oxydants, des 
inhibiteurs de calpaines, des vasodilatateurs peripheriques, des agonistes ou antagonistes 
du recepteur NMDA et des inhibiteurs peptidiques de c-Jun N-Terminal Kinase. 

19. Produit comprenant un derive heteiocyclique de formule (I) telle que definie a i'une 
1 5 des revendications 1 a 6, et au moins une substance a activite therapeutique, en tant que 

produit de combinaison pour une utilisation simultande, separee ou etalee dans le temps 
pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition. * f ; : 

20. Produit selon ia revendication 19, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
k l'administration d'un medicament. 

20 21. Produit selon la revendication 20, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a l'administration d'un antibiotique, et de preference la gentamicine. 

22. Produit selon la revendication 19, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
a la presbyacousie. 

23. Produit selon la revendication 19, pour prevenir et/ou traiter la perte d'audition suite 
25 a un traumatisme acoustique. 

24. A titre de medicament, un produit tel que defini a Tune des revendications 19 a 23. 
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